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PROCEDE DE DETECTION DE FLUORURE OU DE FLUORURE 
D'HYDROGENE ET TROUSSE DE DETECTION 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention se rapporte a un proc6de 
de detection et/ou de dosage de fluorure (F~) on de 
fluorure d'hydrogene (HF) present dans un echantillon, 
ainsi qu'a une trousse de detection pour la mise en 
oeuvre de ce procede. Cette invention permet une mesure 
efficace et sensible d'un polluant environnemental . 
Elle est basee sur un procede tout a fait original et 
simple a mettre en oeuvre. 

Le fluorure d'hydrogene est un acide 
inorganique fort, incolore et tres soluble dans l'eau 
ou il forme 1' acide f luorhydrigue . HF est un gaz 
largement utilise en milieu industriel, notamment pour 
la production de polymeres, de liguides de 
refroidissement, de produits pour eteindre des 
incendies, pour l'affinage de 1' aluminium, la 
preparation de combustibles nucleaires et la 
fabrication d' elements pour 1' electronique . En outre, 
il s'agit d'un produit emis lors de la combustion de 
charbon, de dechets menagers ou industriels, et de 
plastiques . 

HF est toxique a partir de concentrations de 
l'ordre de 3xl0 -2 1 HF / 10 6 1 d' air (30 ppm) . II s'agit 
d'un irritant puissant, qui peut provoquer des brulures 
par exposition cutaneo-muqueuse ainsi qu'une 
inflammation des voies aeriennes superieures et 
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inferieures. Son absorption peut en outre provoquer des 
troubles metaboliques . 

Par ailleurs, ce produit est tres corrosif vis- 
a-vis de nombreux materiaux tels que le fer, le bronze 
5 et le verre . 

La protection de l'homme, de 1' environnement, 
ainsi que des materiels industriels necessite en 
consequence la mise en place de moyens de controle de 
sa concentration notamment dans les effluents 

10 industriels, dans les laboratoires, ainsi que dans 
1' atmosphere entourant ces installations, afin de 
pouvoir prendre des mesures appropriees en cas de 
detection de concentrations dangereuses en HF. 
Des normes de concentration atmospheriques de HF 

15 acceptables ont ete etablies dans de nombreux pays. 
Elles se situent generaleraent entre 5xl0" 5 et 5xl0~ 4 1 
de HF / 10 6 1 d'air (entre 0,05 et 0,5 ppm) . 

Dans la suite de la description, les references 
20 entre crochets [ ] renvoient & la liste de reference 
annexee a la presente. 

Art anterieur 

Pour la mesure du HF ou des ions fluorures, de 
25 nombreuses methodes ont 6te developp^es et decrites a 
ce jour. Ces techniques sont generalement basees sur 
une detection chimique, electrochimique, 

spectrometrique ou optique . II existe de nombreux 
dispositifs disponibles dans le commerce qui permettent 
30 de detecter et de mesurer la quantite de HF. 
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Le document [1] de la liste de reference 
annexee decrit un certain nombre de methodes 
elect rochimiques , spect rophotometriques , 

chromatographiques utilisables pour detecter et raesurer 
la quantite de HF dans un echantillon. 

Une methode de reference, appel<§e m6thode 
ID-110, basee sur 1' utilisation d' electrodes 
specif iques est decrite sur le site Internet de l'OSHA 
reference [2] . La sensibilite de cette methode est de 
l,2xl0" 2 1 de HF / 10 6 1 d'air (12 ppb) , mais il s'agit 
d'un test de laboratoire dif f icilement applicable au 
terrain. Les methodes de terrain sont quant a elles 
beaucoup moins sensibles et de l'ordre de 0,2 1 de HF / 
10 6 1 d'air (200 ppb) . 

Une autre methode utilise un detecteur base sur 
un substrat de carbure de silicium (« Metal Insulator 
Semiconductor*: MIS). Elle est decrite par exemple 
dans le document reference [3] . Divers fabricants 
proposent divers appareils electroniques de detection 
pour mesurer le HF. II s'agit par exemple de l'appareil 
OEM Fluorine Sensor (marque de commerce) de la societe 
Bionics Instrument, decrit sur le site Internet 
reference [4]; ou de l'appareil LaserGas (marque de 
commerce) de la societe NORSK ELEKTRO OPTIKK A/S. 
Les limites de detection annoncees pour ces appareils 
sont exprimees en partie par million ou par billion 
(milliard en francais soit 10 9 ) (ppm ou ppb) pour un 
milieu gazeux, ou nano ou microgrammes par millilitre 
(ng/ml ou ug/ml) pour un milieu aqueux. Elles sont en 
general de l'ordre de 10" 4 1 de HF / 10 6 1 d'air 
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{0,1 ppm) ou en solution de 1 a 1000 ng de HF/ml pour 
les meilleurs systemes. 

Malheureusement ces methodes et appareils 
n6cessitent de la place, sont dif f icilement mobiles, 
5 sont parfois difficiles a mettre en oeuvre, et souvent 
couteux. 

Un « moyen de detection id6al » du HF devrait 
combiner les caracteristiques suivantes : 

- la sensibilite : mesure d'au moins de 10™ 4 1 
10 de HF / 10 6 1 d'air (0,1 ppm), 

- le cout : il ne doit pas etre trop eleve afin 
de pouvoir, si necessaire, multiplier facilement le 
nombre de detecteurs, 

- la disponibilite : un certain nombre de 
15 techniques ' publiees ne sont pas disponibles sur le 

marche, notamment du fait de leur difficulty de mise en 
oeuvre , 

- la mobilite : il devrait pouvoir etre deplace 
facilement pour pouvoir etre utilise a differents 

20 endroits, 

- la rapidite de mise en oeuvre et 
d' exploitation des resultats. 

II semble qu'aucune des methodes ou dispositifs 
25 de l'art anterieur combine l 1 ensemble de ces 
proprietes • 

II existe done un reel besoin de nouvelles 
techniques qui combinent le plus possible les 
caracteristiques pr6cit6es du « moyen de detection 
30 ideal ». 
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Expose de 1' invention 

L'objectif atteint par la presente invention 
est precisement de fournir un procede et une trousse de 
detection de HF qui presentent toutes les 
caracteristiques precitees, et qui en outre ne 
presentent pas les inconvenients precites des procedes 
et dispositifs de l'art anterieur. 

Cet object if est atteint au moyen d' un procede 
de detection et/ou de dosage de fluorure (F") ou de 
fluorure d'hydrogene (HF) dans un echantillon 
comprenant les etapes suivantes : 

mettre en contact en solution aqueuse ledit 
echantillon avec un compose organique silyle pour 
obtenir une solution de mesure, ledit compose organique 
silyle etant desilyle lorsqu'il est en presence d'acide 
fluorhydrique ou de fluorure, le compose organique 
silyle et le compose organique desilyle pouvant etre 
detectes et/ou doses distinctement l'un de 1' autre; et 

detecter et/ou doser dans ladite solution 
de mesure 1' apparition du compose organique desilyle ou 
la disparition du compose organique silyle qui a lieu 
si du fluorure ou du fluorure d'hydrogene est present 
dans 1' echantillon. 

Dans la description qui suit, le fluorure (F") , 
le fluorure d'hydrogene (HF) et l'acide fluorhydrique 
sont implicitement designes par les termes « fluor » ou 
« fluor et ses derives ». Par fluorure (s), on entend 
les sels du fluor. 

Le fluor est un atome tres nucleophile, et de 
ce fait, il peut intervenir dans des reactions de 
substitution nucleophile. Plus particulierement, il 
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peut attaquer de manidre specifique des liaisons de 
type silicium-oxygene (Si-O) de la maniere indiquee 
dans Inequation chimique ci-dessous. 

+ F + HO-R 4 

compose R 4 (desilyle) 

5 

Dans cette Equation chimique R 1 , R 2 et R 3 sont 
des substituants de Si, et forment avec ce dernier un 
groupement de silylation du compose organique R 4 au 
sens de la presente invention* 
10 R 1 , R 2 et R 3 peuvent etre choisis independamment 

parmi des alkyles en Ci & Ce. Par exemple R 1 , R 2 , R 3 
peuvent etre choisis independamment dans le groupe 
constitue du methylo, de l'ethyle, du propyle ou du 
butyle . 

15 Dans cette Equation chimique r -R 4 represente 

done le compose organique silyle gauche) ou desilyle 
(a droite) dans la mise en oeuvre du procede de 
1' invention. Ce compos6, pour pouvoir §tre silyl6 
comprend au moins une fonction hydroxyle accessible 

20 pour sa silylation . Ce compose est avantageusement un 
compose organique afin de faciliter sa detection lors 
de la mise en oeuvre du procede de 1' invention . II a en 
general un poids moleculaire de 250 a 200000 g.rnol" 1 , 
par exemple de 250 a 1500 g.mol' 1 , notamment pour des 

25 questions de solubilite et done de sensibilite et de 
reproductibilite des resultats de detection et/ou de 
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R 1 Si O R 4 + HF R 1 Si OH 

compose R 4 silyle* fluorure d'hydrogene groupement silyl 

Principe g6neral de la reaction du HF 
sur la liaison Si-O (desilylation) 



dosage du fluor. II peut s'agir d'un compose hydroxyle 
choisi par exemple parmi 1' estradiol, des peptides,, par 
exemple des peptides comprenant de 3 a 50 residus 
d'acide amines, l'acide homovanillique, 

l'amphotericine, les steroldes, les cytokines, l'acide 
arachidonique, ou des derives de ceux-ci. 

Un peptide utilisable dans la presente 
invention est decrit par exemple dans la reference 
[5] ; de l'acide homovanillique utilisable et des 
derives de celui-ci sont decrits par exemple dans les 
references [6] et [7] ; de 1' amphotrecine utilisable 
est decrite par exemple dans les references [8] a 
[10] ; des steroldes et derives de steroldes 
utilisables dans la presente invention sont decrits par 
exemple dans les references [11] a [17] ; des cytokines 
et des derives de cytokines utilisables dans la 
presente invention sont decrites par exemple dans les 
references [18] a [20] ; .et de l'acide arachidonique et 
ses derives utilisables sont decrits par exemple dans 
les references [21] a [24] . 

L'essentiel est que le compose organique silyle 
et le compose organique desilyle puissent etre detects 
et/ou doses distinctement l'un de 1' autre afin de 
pouvoir detecter et/ou doser la disparition de l'un 
et/ou 1' apparition de 1' autre de ces composes dans la 
solution de mesure. Le procede de 1' invention repose en 
effet sur la detection du compose organique silyle ou 
du compose organique desilyle, ou de ces deux composes, 
mais distinctement. 

Selon 1' invention, tout reactif approprie peut 
etre utilise pour fixer un groupe silyl (silylation) 
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sur le compose organique choisi, pourvu que le compose 
organique desilyl6, ou forme native du compose 
organique, puisse §tre retrouve intact par simple 
action du fluor ou de ses derives sur le compost 
5 organique silyle. Les groupes ou fonctions silyl 
utilisables sont d6crits ci-dessus, dans 1' equation 
chimique . 

On peut citer a titre d'exemple les reactifs 
suivants utilisables pour silyler des composes 

10 organiques hydroxyles pour la mise en ceuvre de la 
pr^sente invention : le N, O- 

bis (trimethylsilyl) trif luoroacetarnide (ou BTSFA) , le N- 
methyl-N- ( tert-butyl-dimethylsilyl) -trif luoroacetarnide 
(ou MTBSTFA) , le trimethylsilyl (ou TMS) , le t- 

15 butyldimethylsilyl (ou t-BDMS) , N, le O- 

Bis (trimethylsilyl) acetamide (ou BSA) , 

1'hexamethyldisiazane (ou HMDS), le TI- 

MS thyl trimethylsilyl trif luoroacetarnide (ou MSTFA) , le 
Trimethylchlorosilane (ou TMCS) , le 

20 trimethylsilylimidazole (ou TMSI) , etc. 

D'autres r6actifs et modes operatoires de 
silylation utilisables pour la mise en ceuvre de la 
presente invention pourront encore etre trouves par 
exemple dans les references [25] a [30] de la liste de 

25 reference annexee . 

Ces reactifs sont en general d' utilisation 
simple et courante et permettent de transferer une 
fonction silyl (contenant un atorae de silicium) sur une 
fonction hydroxyle du compose organique choisi. 

30 On peut citer en particulier les deux reactifs 

suivants pour illustrer le fait que les inventeurs ont 
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en outre mis en evidence, dans la presente invention, 
une variation de sensibilite et de selectivity de 
detection et/ou dosage du fluor selon 1' invention en 
fonction du groupement silyl utilise : 
5 - Le BTSFA qui greffe une fonction 

trimethylsilyl (-Si<CH 3 ) 3 ) sur les groupements -OH du 
compose organique choisi. 

- Le MTBSTFA qui greffe une fonction 
dimethyltertbutylsilyl (Si (CH 3 ) 2 C (CH 3 ) 3) sur les 
10 groupements -OH du compose organique choisi. 

Le BTSFA presente l'avantage de transferer sur 
les composes hydroxyles un silyl peu hydrophobe, 
permettant une assez bonne solubilite du compose 
organique silyle. Cependant les composes silyles 
15 obtenus ne presentent pas toujours de specificite vis a 
vis de HF pour leur transformation en composes 
desilyles dans la mise en ceuvre du precede de 
1' invention. lis peuvent egalement etre transformes en 
composes desilyles par d'autres acides presents dans 
20 l'echantillon. Ce reactif peut done etre utilise de 
preference pour detecter du fluor oh la specificite par 
rapport au fluor n'est pas requise, ou alors pour 
detecter du fluor dans des echantillons dans lesquels 
la concentration des autres acides est assez faible 
25 pour ne pas perturber la detection ou le dosage du 
fluor. 

Le MTBSTFA quant a lui transfert un groupement 
silyl plus hydrophobe sur les composes hydroxyles et la 
solubilite des composes silyles obtenus en milieu 
30 aqueux est moins bonne que pour les composes silyles 
obtenus avec le BTSFA. En revanche, de maniere tout a 
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fait inattendue, la desilylation des composes silyles 
par MTBSTFA est plus specifique du HF que des autres 
acides testes comme cela est montre dans les exemples . 
Ce reactif peut done etre avantageusement utilise pour 
5 detecter du fluorure d'hydrogene dans un echantillon 
lorsque la specificity par rapport au fluor est 
requise, par exemple lorsque 1' echantillon comprend 
d' autres acides a des concentrations non negligeables . 

Les inventeurs ont ainsi decouvert, notamment a 

10 travers 1' utilisation de ces reactif s, que la 
specif icite de I'attaque de la liaison Si-0 par le 
fluor depend aussi des radicaux fixes sur les atomes de 
silicium et d'oxygene. Ainsi, en choisissant de maniere 
appropriee le groupement de silylation, les autres 

15 acides inorganiques ou organiques et sels de 
1' echantillon n 1 interf erent pas sur les mesures 
effectuees dans la mise en ceuvre du procede de 
1' invention. Par exemple, HF a a peu pres la meme 
activite de desilylation que HCl lorsque le proc6de de 

20 1' invention est mis en ceuvre avec -Si-(CH 3 )3 et une 
activite superieure d' environ 1000 fois (pour HF par 
rapport £ HCl) lorsque le proced£ de l'' invention est 
mis en oeuvre avec -O-Si- (CH 3 ) 2 -C (CH 3 ) 3 . 

Comme l'indique Inequation chimique ci-dessus, 

25 la transformation du compose organique silyle en 
compost organique desilyle par le fluor ou ses derives 
est proportionnelle ci la quantite de HF pr^sente dans 
l 7 echantillon . II est done possible, grSce au procede 
de 1' invention a la fois de detecter et de doser le 

30 fluor et ses derives present dans un echantillon. La 
caracteristique essentielle de 1' invention et le 
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20 
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caractere inventif consistent precisement a effectuer 
une detection du fluorure et/ou du fluorure d'hydrogene 
en utilisant un moyen de detection qui fait la 
difference entre le compose organique silyle et le 
compose organique non silyle (desilyle) , et done de 
detecter/quantifier la desilylation catalysee par la 

presence de fluor. 

L'etape de mise en contact peut etre realisee 
par melange de 1' echantillon et du compose organique 
silyle dans une solution aqueuse. Le melange peut etre 
realise par simple addition de 1' echantillon et du 
fluor en solution, ou par un melange actif par exemple 
au moyen d'un agitateur mecanique, magnetique, a 
ultrasons, etc. de 1' echantillon et du fluor en 
15 solution. L'objectif etant bien entendu de favoriser 
1' interaction entre le fluor s'il est present et le 
compose organique silyle pour qu' il reagissent 
ensemble . 

L' echantillon peut etre un echantillon liquide, 
solide ou gazeux. Dans les cas ou 1' echantillon n'est 
pas liquide, l'etape de mise en contact en solution 
aqueuse de echantillon avec le compose organique silyle 
du procede de 1' invention comprend evidemment une mise 
en solution aqueuse de 1' echantillon, par exemple par 
barbotage lorsque 1' echantillon est gazeux ou par 
melange ou solubilisation sous agitation lorsque 
1' echantillon est solide, le but de cette mise en 
solution etant de retrouver le fluor de 1' echantillon 
gazeux ou solide dans la solution aqueuse de mise en 
contact. Les procedes utilises pour cette mise en 



25 



30 



solution sont bien connus de l'homme du metier 
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Les inventeurs ont mis en evidence que 
1' addition d'un solvant organique miscible a 1'eau a 
ladite solution aqueuse de mise en contact peut 
augmenter de fagon importante la sensibility de 
5 detection et/ou de dosage du fluor par le procede de 
1' invention. A titre d'exemple, le solvant .organique 
peut etre choisi parmi le dimethyl formamide (DMF) , le 
dimethylsulfoxide (DMSO) , l'6thanol, le methanol ou des 
solvants organiques equivalents connus de l'homme du 

10 metier. En effet, les inventeurs ont mesur€ une 
augmentation de la sensibilite de detection du fluor 
d'un facteur de 100 et meme de 500 en utilisant de tels 
solvants. Par exemple, avec le DMSO, la sensibilite de 
detection va jusqu'a 0, 001|ig/ml . 

15 Le solvant organique pourrait avoir plusieurs 

effets differents : faciliter la solubilite du compose 
organique silyle, faciliter la desilylation, diminuer 
les interferences dans la detection (note notamment 
dans les immunotests) . Quoi qu'il en soit, un seul de 

20 ces effets ne suffit pas a expliquer 1' augmentation 
significative tout a fait surprenante de la sensibilite 
de detection en presence du solvant organique. Ce 
solvant organique peut etre present en une quantity 
allant de 1 & 99% en volume de la solution aqueuse de 

25 mise en contact, avantageusement de 50 a 95% en volume 
de la solution aqueuse de mise en contact, le reste 
etant de 1'eau. 

Ce solvant peut avoir avantageusement pour 
origine le solvant de recuperation du compose organique 

30 silyle apres sa fabrication, c'est & dire apres la 
silylation du compose organique. 1/ etape de mise en 
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contact peut alors etre realisee par melange de la 
solution aqueuse de fluor et de la solution organique 
du compose organique silyle. Autrement, le solvant 
organique peut etre ajoute independamment dans la 
solution de mise en contact. 

La detection du compose organique silyle qui 
disparait ou du compose organique desilyle qui apparaxt 
peut etre realisee par tout moyen connu de l'homme du 
metier permettant de mettre en Evidence distinctement 
l'un ou 1' autre de ces composes. II peut s'agir par 
exemple d'une detection et/ou d'un dosage realise par 
chromatographie en phase gazeuse ou d'une detection 
et/ou d'un dosage realise au moyen d'un test 
iitununologique . 

15 De maniere generale, pour le dosage, une gamme 

d'etalonnage peut etre au prealable realisee en 
appliquant le precede de 1' invention avec des quantites 
connues d' acide f luorhydrique ou de fluor, ou avec des 
quantites connues du compose organique silyle ou non 
20 silyle. Cette gamme d'etalonnage perraettra alors, par 
simple extrapolation, de determiner la quantite de 
fluor, de fluorure d'hydrogene ou d' acide f luorhydrique 
presente dans 1' echantillon . 

Dans un premier mode de realisation de la 
25 presente invention, la detection et/ou le dosage peut 
etre realise par chromatographie en phase gazeuse. En 
effet, cette technique permet de detecter et/ou doser 
distinctement la forme silyle ou la forme desilyle du 
compose organique selon 1' invention, et done le fluor 
30 s'il est present. Les techniques de chromatographie 
utilisables sont celles connues de l'homme du metier. A 
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titre d' exemple, on peut citer les techniques decrites 
dans les references [31] a [33] de la liste de 
references annexee . 

Les composes organiques utilisables dans ce 
5 premier mode de realisation peuvent etre les composes 
organiques hydroxyles precites. Les techniques et 
r6actifs de silylation peuvent egalement §tre ceux 
precites . 

Dans un deuxi£me mode de realisation de la 

10 presente invention, la detection et/ou le dosage de 
1' apparition du compost organique non silyl6 ou de la 
disparition du compose organique silyle est 
avantageusement r6alisee au moyen d'un test 
irnmunologique, c'est & dire en utilisant des anticorps 

15 diriges soit contre compost organique non silyle soit 
contre le compose organique silyle. Aucune approche de 
ce genre n'apparait dans l'art anterieur. En outre, ce 
mode de realisation permet une detection beaucoup plus 
sensible du fluor que les techniques de l'art 

20 anterieur. 

D'une maniere g6nerale, les anticorps sont des 
proteines capables de reconnaitre et de se lier avec 
une tres grande specificite a des structures appelees 
antigenes pour former un complexe anticorps-antigdne 

25 detectable. Cependant, HF etant une molecule de tres 
petite taille, il est impossible de produire des 
anticorps contre celui-ci . Ne pouvant produire des 
anticorps diriges directement contre le HF, les 
inventeurs ont adopte une strategie originale basee sur 

30 les propri6tes chimiques precitees du fluor et sur 
1' utilisation de composes organiques silyle 
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particuliers presentant la particularity d'entrainer la 
generation d' anticorps lorsqu' ils sont injectes a un 
animal . 

Les composes organiques utilisables dans ce 
deuxieme mode de realisation sont des composes 
organiques presentant un ou plusieurs groupement (s) 
hydroxy les qui peuvent permettre la fixation d'un 
groupement silyl au sens de la presente invention, et 
qui induisent chez un animal dans lequel ils sont 
injectes la fabrication specif ique d' anticorps diriges 
centre le compose organique silyle ou centre le compose 
organique non silyle. Ils ont en general un poids 
moleculaire de 250 a 200000 g.mol" 1 , par exemple de 250 
k 1500 g.mol- 1 . II peut s'agir par exemple d'un compose 
organique choisi parmi les composes organiques 
hydroxyles cites ci-dessus, par exemple choisi parmi 
1' estradiol ; des peptides, par exemple des peptides 
comprenant de 3 a 50 residus d'acide amines, par 
exemple le tetrapeptide Ser-Asp-Lys-Pro acetyle 
(AcSDKP) cite dans la reference [5] ; l'acide 
homovanillique ; 1' amphotericine ; les steroldes ; les 
cytokines ; l'acide arachidonique ; ou des derives de 
ces composes. II peut s'agir par exemple de composes 
tels que ceux cites dans les references [5] a [24] . 
25 A tire d' exemple illustratif, on peut utiliser 

de 1' estradiol ou ses derives. Selon 1' invention, par 
« estradiol » on entend par exemple 1' estratriene-1, .3, 
5 diol-3, 17u ou 17p, ou leurs derives, ou d' autres 
composes equivalents pourvu qu' ils soient capables de 
generer la formation d' anticorps lorsqu' ils sont 
injectes a un animal, par exemple une souris, et qu' ils 
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puissent §tre silyles, au sens de la presente 
invention . 

Des exemples d' estradiols silyles obtenus par 
les inventeurs et utilisables dans la presente 
5 invention sont reprSsentes ci-dessous. L' estradiol 
presente des fonctions -OH sur lesquelles il est 
possible de greffer un groupement silyl, au moyen de 
liaisons Si-O, coinme represents ci-dessous (a comparer 
par exemple avec 1' estradiol natif (Es) represents sur 

10 la figure 1 annexee) . 

Les reactifs utilisables pour la silylation du 
compose organique choisi pour la mise en oeuvre de ce 
deuxieme mode de realisation de la presente invention , 
peuvent etre ceux indiques ci-dessus, par exemple le 

15 BTSFA ou le MTBSTFA. 

Les anticorps utilisables dans ce mode de 
realisation de 1' invention presentent la particularity 
de reconnaitre differemment le compose organique silyle 
et le compost organique non silyle. Ces anticorps 

20 peuvent etre monoclonaux. lis peuvent etre prepares par 
les techniques habituelles de preparation d r anticorps 
de ce type, par exemple par injection du compose 
organique silyle ou bien du compose organique non 
silylS chez la souris pour obtenir un anticorps de 

25 souris specif ique d'un de ces composes seulement. Des 
tests peuvent etre realises sur differents lots 
d' anticorps fabriques pour selectionner des anticorps 
specif iques d'un seul des deux composes (silyle ou non 
silyle) pour la mise en ceuvre du proc^dS de 

30 1' invention . L'homme du metier connait ces techniques 
de fabrication d' anticorps. 
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Exemples d' estradiols silyles utilisables dans la presente invention 



A titre d'exemple, les documents references 
[34] a [38] exposent des modes operatoires appropries 
de fabrication d'anticorps utilisables pour la mise en 
ceuvre de la presente invention. 

A titre d' exemples egalement, les references 
[5] a [24] et [39] a [42] decrivent en outre des 
anticorps utilisables pour la mise en ceuvre de la 
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presente invention lorsque le compose organique est un 
compose silylable choisi dans la liste ci-dessus. 

Dans l'exemple illustre par la figure 1 
annexee, 1' anticorps dirig6 contre l f estradiol utilise 
5 dans 1 1 immunodosage est choisi de sorte qu'il ne 
reconnaisse plus, ou beaucoup moins bien (de maniere 
suffisante pour que cette difference de reconnaissance 
puisse etre detectee) , celui-ci lorsqu'il est modifie 
par un groupement silyl (appel6 aussi, ci-apres, 

10 « estradiol modifie ») . L' action du fluor sur 
1' estradiol modifie attaque la liaison Si-O (reaction 
de desilylation) et permet la reapparition de 
l 1 estradiol natif, qui peut alors etre reconnu par son 
anticorps ■ specif ique, appele ci-dessous « premier 

15 anticorps » . 

Tous les moyens de detection d f une 
reconnaissance antigene/anticorps connus de l'homme du 
metier peuvent etre utilises dans la presente invention 
pour detecter soit la reconnaissance du compose 

20 organique desilyle (« compose organique natif ») par 
son anticorps, soit la reconnaissance du compose 
organique silyle par son anticorps, C'est pourquoi les 
termes « moyen permettant de detecter une interaction 
entre un premier anticorps et le compose organique non 

25 silyle » ou « moyen permettant de detecter une 
interaction entre un premier anticorps et le compost 
organique silyle » sont utilises dans la presente. Les 
conditions operatoires de telles detections utilisant 
des anticorps sont connues de l'homme du metier. Des 

30 protocoles, reactifs, tampons et conditions operatoires 
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utilisables sont decrits par exemple dans les documents 

references [5] a [24] et [39] a [42]. 

La detection suivant ce mode de realisation 

peut etre realisee suivant un immunodosage de type 
« competitif » ou de type « non competitif », par 
exemple tels que ceux habituellement utilises dans les 
precedes de detection et/ou dans les precedes de dosage 

immunologique. 

Selon une premiere variante de ce deuxieme mode 
de realisation de la presente invention, le moyen de 
detection peut etre par exemple une molecule marquee, 
appelee « traceur », entrant en competition avec le 
compose organique silyle ou non silyle, par exemple 
1' estradiol silyle ou non silyle, vis a vis dudit 
premier anticorps . Cette molecule marquee peut utiliser 
une enzyme, par exemple 1' acetylcholine esterase, un 
marqueur fluorescent, un marqueur luminescent ou un 
radio-isotope pour la detection. 

L' immunodosage (ou dosage immunologique) du 
compose organique silyle ou non silyle, est alors dit 
« par competition » : il fait intervenir un anticorps 
dirige contre le compose organique silyle ou non 
silyle, par exemple 1' estradiol silyle ou non silyle, 
present dans une gamme d'etalonnage ou dans un 
echantillon, et un traceur chimiguement proche du 
compose organique selon 1' invention, par exemple de 
1' estradiol, et porteur d'un signal (marqueur), par 
exemple un signal enzymatique, fluorescent, luminescent 
ou radioactif. Dans 1' exemple precite de 1' estradiol, 
le traceur peut etre obtenu par exemple en couplant 
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1' estradiol avec une enzyme, par exemple 
1' acetylcholine esterase. 

Une detection « par competition » utilisable 
pour mettre en ceuvre le proc6de de 1' invention est 
5 represents schematiquement sur les figures 2 et 3 . Le 
compose organique utilise sur ces figures est 
1' estradiol. La molecule marquee ou traceur est 
r^ferencee « T », 1' estradiol non silyie (non modifie) 
est reference « Es » et 1' estradiol silyie (modifie) 

10 « Es-M ». Le premier anticorps est par exemple un 
anticorps de souris (AcS) La figure 2 montre que 
1' estradiol modifie (Es-M) est incapable d'etre reconnu 
par 1' anticorps (AcS) (cette incapacity est representee 
par la croix) , mais lorsqu' il y a du HF, il est 

15 transforme en estradiol natif (Es) qui peut alors etre 
reconnu par le premier anticorps (AcS) . II entre alors 
en competition avec le traceur (T) (estradiol marque) . 
La presence de HF peut done etre detectee. La. quantite 
de traceur lie a 1' anticorps est ici inversement 

20 proportionnelle a la quantite d' estradiol presente dans 
1 1 echantillon . 

Dans ce mode de detection par competition , le 
moyen permettant de detecter 1' interaction entre le 
premier anticorps (AcS) et le compose organique non 

25 silyle, (ou le moyen permettant de detecter une 
interaction entre le premier anticorps et le compose 
organique silyle) peut comprendre un deuxi^me anticorps 
(AcC) . Par exemple, ce deuxieme anticorps peut etre un 
anticorps de chdvre ou de lapin (AcC) dirige contre 

30 1' anticorps de souris precite (AcS) (premier 
anticorps) . Une representation schematique de cette 
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detection avec un deuxieme anticorps a ete ajoutee sur 
la figure 2 annexee. Ce deuxieme anticorps (AcC) peut 
etre fixe au fond d'un receptacle (R) par exemple d'une 
plaque de microtitration. 

Le dosage consiste done dans cet exemple a 
effectuer une competition entre le traceur et 
1' estradiol a doser vis-a-vis d'un nombre limite de 
molecules d' anticorps. En fin de reaction et apres 
elimination du traceur non lie aux anticorps, le signal 
porte par le traceur lie aux anticorps peut etre 
mesure. 

Lorsque le traceur comporte une enzyme, par 
exemple 1' acetylcholine esterase (schematise par le 
carre blanc sur la figure 2), le moyen de detection 
peut comprendre en outre un revelateur enzymatique . 
Dans 1' exemple precite d' utilisation de 1' acetylcholine 
esterase, le revelateur enzymatique peut etre constitue 
d'un melange d' acetylthiocholine et de dithionitro- 
fluoro-benzene. Ce revelateur est transform^ en produit 
de couleur jaune visible a l'ceil nu ou quantifiable par 
un spectrophotometre a 414 nm. Ce revelateur est en 
fait utilise pour appliquer la methode de detection et 
de dosage colorimetrique d'Ellman pour la mise en ceuvre 
de la presente invention. Cette methode est decrite par 
exemple dans le document reference [43] . 

Selon une deuxieme variante de ce deuxieme mode 
de realisation de la presente invention, la detection 
et/ou le dosage du fluor selon le procede de 
1' invention est realise au moyen d'un immunodosage de 
type « non competitif ». Par rapport au dosage 
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competitif, la difficulty de l'approche non competitive 
est li6e au compose organique choisi qui doit posseder 
deux propriet6s chimiques : la possibility d'etre 
couple a une phase solide et la possibility d'etre 
5 silyle. En outre, une fois coupiy a la phase solide il 
doit pouvoir etre desilyle dans des conditions aussi 
avantageuses qu'en phase liquide. Cette variante peut 
s'appliquer aux composes organiques hydroxyles 
pr6cit6s. Par exemple elle peut s'appliquer a des 

10 derives d' estradiol tels que ceux precit^s, par exemple 
1' estradiol 3-carboxymethyl ether, ou a des peptides, 
par exemple 1'AcSDKP precite . 

Dans cette variante, le compose silyle est 
couple a une phase solide, par exemple un support, par 

15 exemple une plaque de microtitration telles que celles 
utilisees couramment en laboratoire. 1/ echantillon peut 
etre mis en contact avec le compose silyle ainsi 
immobilise sur la plaque, et la detection et/ou le 
dosage peut etre effectue in situ* 

20 1/ immobilisation ou couplage du compose silyle 

sur le support peut se faire par toute technique 
appropriee connue de 1'homme du metier pour fixer un 
des composes organiques silyl6 tels qu'ils sont definis 
ci-dessus sur un support tout en preservant la 

25 reactivite du compose silyl6 avec les ions fluorures. 
Tout depend de la nature chimique du support et du 
compose organique silyiy choisi pour la mise en oeuvre 
de la prfesente invention. Cette fixation peut se faire 
par exemple au moyen d'une liaison covalente. Le 

30 support peut §tre un support f onctionnalis£, c'est £ 
dire un support sur lequel ont et£ greff6 des groupes 
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chimiques facilitant la fixation du compose organique 
silyle. II peut s'agir par exemple d'une plaque 
comportant des groupes amines, par exemple une plaque 
Nunc-NH 2 , ou d'une plaque activee avec de la 
polylysine, par exemple lorsque le compose organique 
silyle choisi est un derive d' estradiol tels que ceux 
precites, par exemple 1' estradiol 3-carboxymethyl 
ether, ou a un peptide, par exemple 1'AcSDKP. 

Apres reaction avec les ions fluorure, s'ils 
sont presents dans 1' echantillon, le compose silyle 
fixe sur le support se transforme en compose non 
silyle. La detection et/ou le dosage peut alors etre 
realisee par une technique d' immunodosage, par exemple 
en presence d' un premier anticorps reconnaissant 
15 specif iquement le compose non silyle. 

La revelation de la reconnaissance du compose 
silyle par le premier anticorps peut se faire par tout 
moyen connu de l'homme du metier, par exemple par 
marquage du premier anticorps, mais aussi au moyen d'un 
20 deuxieme anticorps reconnaissant le premier anticorps 
et qui porte un marqueur (il constitue alors un 
traceur) . Le marqueur peut etre par exemple un de ceux 
habituellement utilises par l'homme du metier, par 
exemple un signal enzymatique. Par exemple, le deuxieme 
25 anticorps peut etre un anticorps de chevre ou de lapin 
(AcC) dirige contre le premier anticorps qui peut etre 
un anticorps de souris (AcS) . 

Un mode de detection « non compStitif » est 
represents schemat iquement sur la figure 18. Le compose 
organique utilise sur cette figure est 1' estradiol 
carboxymethyl ether (EstCME) . Un premier des anticorps 
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utilises est un anticorps anti-estradiol (par exemple 
de souris) reference « AcS » (traceur) L' estradiol non 
silyle (non modifi6) est reference « Es » et 
1' estradiol silyle (modifie) « Es-M ». Un deuxieme 
5 anticorps de chevre ou de lapin (AcC) dirige contre 
l r anticorps de souris (AcS) est ajout6, par exemple sur 
la surface d'une plaque de microtitration (R) . 
L' anticorps AcC est fixe a un marqueur par exemple une 
enzyme pour former le traceur « T ». Cette figure 

10 montre que 1' anticorps (AcS) est incapable de 
reconnaitre 1' estradiol modifie (Es-M) (cette 
incapacity est representee par ■ la croix) , mais 
lorsqu'il y a du HF, Es-M est transforme en estradiol 
natif (Es) qui peut alors etre reconnu par le premier 

15 anticorps (AcS) . La presence de RF peut done etre 
detectee. La quantite de traceur (AcC + marqueur) lie a 
1' anticorps AcS est ici proportionnelle a la quantite 
d' estradiol desilyle presente dans 1 T echantillon. 

20 Quelque soit le mode de realisation de 

1' invention, des conditions operatoires avantageuses de 
mise en oeuvre du proc6de de la presente invention ont 
ete determinees par les inventeurs , Ces conditions 
peuvent bien entendu etre adaptees ou modifiees si 

25 necessaire pour d^autres groupes silyl utilises, 
d'autres composes organiques silyl§s, ou d'autres 
moyens de detection au sens de la presente invention . 
Ces conditions sont en particulier avantageuses pour le 
deuxieme mode de realisation de la presente invention: 

30 Ainsi, l'etape de mise en contact du proced6 de 

1' invention peut avantageusement etre realis^e a une 
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temperature de 54 a 64°C. En effet, des phenomenes de 
desilylation spontanee du compose organique silyle 
peuvent apparaitre a des temperatures trop elevees . 
L'homme du metier saura adapter sans difficult* la 
temperature de mise en <*uvre du precede de 1' invention 
en fonction du compose organique et de la methode de 

detection choisis. 

De maniere avantageuse egalement, la mise en 
contact du procede de 1' invention peut etre realisee a 
P H 4,5 a 6,5, de preference a P H 5,5, par exemple dans 
un tampon phosphate a 50mM ou au moyen de tout tampon 
approprie. En effet, des phenomenes de desilylation 
spontanee du compose organique silyle peuvent 
apparaitre a des P H trop acides . La aussi, L'homme du 
15 metier saura adapter sans difficult* le P H de mise en 
oeuvre du procede de 1' invention en fonction du compose 
organique et de la methode de detection choisis. 

Selon 1' invention, la concentration du compose 
organique silyle, par exemple tel que 1' estradiol ou un 
20 autre compose de poids moleculaire equivalent, dans la 
solution de mesure peut etre adaptee en fonction du 
poids moleculaire du compose organique et du moyen de 
detection et/ou dosage utilise. Generalement, elle peut 
etre de la 2000 ng/ml lors de la mise en oeuvre du 
25 procede de 1' invention, par exemple de 2 a 500 ng/ml. 

La presente invention se rapporte egalement a 
une trousse pour la mise en oeuvre du procede de 
1' invention, ladite trousse comprenant les reactifs 
suivants : un compose organique silyle qui est desilyle 
lorsqu'il est en presence de fluor ou d' acide 
fluorhydrique ; et un moyen permettant de detecter 
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1' apparition du compost organique desilyle ou la 
disparition du compost organique silyle en solution 
aqueuse . 

Le compose organique silyle qui est d6silyl6 
5 lorsqu'il est en presence de fluor ou d' acide 
f luorhydrique est tel que defini dans la presente. 

Le moyen permettant de detecter et/ou de doser 
1' apparition du compose organique desilyle ou la 
disparition du compose organique silyle en solution 

10 aqueuse depend bien entendu du procede de detection 
et/ou de dosage utilise pour la mise en ceuvre du 
procede de 1' invention. Les procedes utilisables sont 
tels que definis ci-dessus. Le moyen de detection et/ou 
de dosage peut done comprendre un ou plusieurs des 

15 elements suivants : des indicateurs colores, des 
marqueurs tels que ceux precites, des enzymes, des 
mo yens de mesure tels que ceux precites , des anticorps 
necessaires a la detection et/ou au dosage du compose 
organique silyle et/ou non silyle, etc. 

20 Par exemple, la trousse peut comprendre des 

reactifs et anticorps necessaires a la mise en oeuvre 
d'un immunodosage de type comp^titif ou des reactifs et 
anticorps necessaires k la mise en oeuvre d' un 
immunodosage de type non competitif . La trousse peut 

25 comprendre un ou plusieurs anticorps, par exemple de 
souris, dirige(s) contre le compose organique non 
silyl£ ou desilyle, ou contre le compose organique 
silyle. Elle peut comprendre en outre un ou plusieurs 
anticorps, par exemple de chevre ou de lapin, diriges 

30 contre les anticorps precites, Elle peut 6galement 
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comprendre un traceur, permettant de mettre en evidence 
la reaction immunologique mie en oeuvre. 

Seion 1' invention, la trousse peut en outre 
comprendre un support pour recevoir les reactifs, par 
5 exemple une barrette de polystyrene, dans lequel sont 
formes un ou plusieurs puits qui peuvent servir de 
receptacle (s) pour l'etape de mise en contact et/ou de 
detection et/ou dosage du precede de 1' invention . Le 
dosage et/ou la detection peut en effet aisement etre 
10 realise dans des puits de plaques de microtitration . 
Sur un tel support, par exemple la barrette precitee, 
les puits peuvent etre recouverts d'anticorps , par 
exemple de chevre ou de lapin, diriges centre les 
anticorps de souris anti-estradiol . L' estradiol silyle 
15 peut egalement etre fixe au fond des puits. 

Les inventeurs ont, grace a la presente 
invention, reussi a developper un test pratique et 
rapide, permettant de detecter HF a des concentrations 
20 qui peuvent etre de l'ordre de 0,001 pg/ml en solution. 

La sensibilite du procede de 1' invention permet 
avantageusement d'envisager toutes les applications 
industrielles et notamment la mesure de l'acide 
fluorhydrique atmospherique qui est la plus utile. Dans 
25 ce cas, la detection de HF peut aisement etre realisee 
pour lxlO' 2 1 de HF / 10 6 1 d'air (10 ppb) . Ce procede 
possede done des performances superieures a celles des 
dosages de terrain de l'art anterieur qui etaient 
limites a des detections de HF de l'ordre de quelques 
30 centaines de ppb. 
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La presente invention permet en general 
d' obtenir un resultat en 1/2 a 4 heures environ, 
suivant la nature de 1' 6chantillon et des moyens de 
detection mis en oeuvre* Meme si certaines durees sont 
5 plus grandes que celles de certains procedes de l'art 
anterieur, le procede de 1' invention est de mani^re 
generale plus sensible. 

Le proc6d§ de 1' invention s ! applique 
avantageusement a tous les echantillons contenant de 

10 l'acide f luorhydrique ou des ions fluorures : 
prelevement atmospherique, aliments r v§getaux, milieux 
biologiques. Dans chaque cas, les conditions de 
prelevement et de preparation de 1 f echantillon sont 
communes a toutes autres methodes de dosage de I'acide 

15 f luorhydrique ou des ions fluorures. 

Un autre avantage de la presente invention est 
qu'elle s T effectue d'une fagon simple. Par exemple, la 
technologie peut etre identique £l celle des 
immunodosages : utilisation de r^actifs prets a 

20 l'emploi, manipulation de distributions simples, 
encombrement reduit, transport et delocalisation 
faciles, possibility de travailler sans apport 
d'energie, lecture a l'ceil nu ou par colorimetrie au 
moyen d'un simple spectrophotometre de poche . 

25 

D' autres applications et avantages de la 
presente invention apparaitront encore a la lecture de 
la description qui suit donn<§se a titre illustratif et 
non limitatif en reference aux figures annexees . 

30 
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Breve description des figures 

La figure 1 est une representation 
schematique mettant en evidence la partie la molecule 
d' estradiol (Es) reconnue par son anticorps (Ac). La 
fixation d'un atome de Si sur le -OH de la partie de la 
molecule d' estradiol reconnue par 1' anticorps empeche 
1' anticorps de reconnaitre cette molecule. 

La figure 2 est un schema general de la 
detection de HF au moyen du precede de 1' invention 
suivant le premier mode de realisation ou la detection 
est realisee par competition. 

La figure 3 est une representation 
schematique d'un immunodosage par competition (a 
gauche) et d'une mesure de signal obtenu avec un tel 
5 dosage (a droite) . Sur cette figure, S(%) represente le 
signal emis par le traceur (T) lie a 1' anticorps (Ac) ; 
et [Es] (M) represente la concentration molaire (mol/1) 
de 1' estradiol natif. 

La figure 4 est un graphique montrant 
0 l'effet de differents acides organiques sur la 
desilylation de 1' estradiol-trimethylsilyl obtenu avec 
du BTSFA (B/Bo est une mesure du signal sous forme d'un 
rapport entre le signal en presence de HF (B (pour 
"bound" en anglais)) et le signal en 1' absence de HF 
5 (Bo) (pour "unbound" en anglais) ) dans un test 
immunologique suivant le protocole de 1'exemple 2 ci- 
dessous. [H + ] (M) represente la concentration molaire en 
acide pour chaque acide identifie sur ce graphique. 

La figure 5 est un graphique montrant une 
30 etude des conditions de desilylation de 1' estradiol : 
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temperature, et pH du tampon phosphate (P) 50mM (comme 
sur la figure 4, on mesure le signal B/Bo) . 

- La figure 6 est un graphique montrant 
l'effet de differents acides sur la desilylation de 

5 1' estradiol silyl6 en tampon phosphate 50mM, pH 5,5. 
[H + ] (M) represente la concentration molaire ' en acide 
pour chaque acide identifie sur ce graphique. Les 
donnees sont similaires avec 1' acide chlorhydrique, 
nitrique ou sulfurique (comme sur la figure 4, on 
10 mesure le signal B/Bo) . 

La figure 7 est un graphique montrant la 
specificity de detection de HF par le procede de 
1' invention comparee a d'autres nucleophiles .et 
halogenes. [P] (M) represente la concentration molaire 
15 en halogene ou autre nucleophiles pour chaque halogene 
identifie sur ce graphique (comme sur la figure 4, on 
mesure le signal B/Bo) . 

- La figure 8 est un graphique montrant la 
specificity de detection de HF par le procede de 

20 1' invention face a differents sels - [X + F~] (M) represente 
la concentration molaire en sel de fluor pour chaque 
sel identifie sur ce graphique (comme sur la figure 4, 
on mesure le signal B/Bo) . 

La figure 9 est un graphique montrant la 
25 correlation entre la concentration en fluor [F] (en 
Vimol/1) detectee (d) par le proced6 de l r invention et 
theorique ([F] t h) dans des echantillons d r atmosphere 
contaminee par du fluor. 

Les figures 10 a 14 sont des representations 
30 graphiques de r§sultats exp<§rimentaux de reconnaissance 
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d' estradiol non silyle par des anticorps specif iques 
suivant des protocoles de dosage immunologique de type 
non competitif. Sur ces figures : 

La figure 10 represente le signal (S) (mDO) 
de couplage de 1' estradiol carboxymethyl ether (EstCME) 
sur des plaques de microtitration possedant des groupes 
amines (plaques Nunc amines) en fonction de la 
concentration de 1' estradiol (en ug/ml). 

Les figures 11 et 12 representent le signal 
(S) (mDO) (Absorbance mesuree a 414nm) de couplage de 
1' estradiol carboxymethyl ether sur des plaques de 
microtitration activees par de la polylysine (poly-Lys) 
en fonction de la concentration en polylysine (en 
ug/ml) . 

La figure 13 represente un test de 
silylation de 1' estradiol carboxymethyl ether par le 
MTSBTFA : l'efficacite de la silylation est mesuree par 
1- augmentation du signal (S) (mDO), en fonction de la 
dilution de MTSBTFA (1/5 ; H ; 1/1), et de la 
temperature en degres Celsius (°C) . 

La figure 14 represente un test du format 
immunometrigue apres silylation de 1' estradiol 
carboxymethyl ether : le signal (S) (mDO) est mesure en 
fonction de la presence ou 1' absence de HF. Sur cette 
5 figure, Bo represente le signal en 1 • absence d'HF 
(temoin) . 

La figure 15 represente, sous forme de 
graphique, des resultats experimentaux de mises en 
oeuvre du procede de 1' invention avec un compose 
0 organique silyle qui est un tetrapeptide AcSDKP : 
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mesure du signal (S (mDO) ) a 414nm. Deux series d'essais 
ont ete realises : une serie avec . le tetrapeptide 
silyle avec un premier reactif de silylation (MTSBTFA) r 
et une s6rie avec le tetrapeptide silyle avec un 
5 deuxieme reactif de silylation (BSTFA) . Pour chaque 
s6rie, trois essais ont ete realises : a 22°C, a 37°C 
et & 70°C, et des mesures ont ete effectu6e a 10, 30 et 
60 minutes & chaque fois. 

La figure 16 est une representation 
10 graphique de resultats experimentaux obtenus dans une 
etude de 1' ef f icacite de detection du fluor par le 
procede de la presente invention en fonction de la 
temperature de desilylation (T(°C)) : mesure du signal 
(S (mDO) ) & 414nm. Le compose silyle utilise est celui 
15 de la figure 15 obtenu avec le MTBSTFA. 

- La figure 17 represente, sous forme de 
graphique, des resultats experimentaux de mises en 
oeuvre du procede de 1' invention avec un compose 
organique silyle qui est un derive de 1' estradiol : 

20 mesure du signal (S(mDO)) a 414nm en fonction de la 
concentration en fluor ( [F] en micromoles/1 (]iM) . 

- La figure 18 represente sch6matiquement le 
mecanisme d'une detection immunologique non competitive 
telle qu'elle peut etre utilisee dans 1'etape de 

25 detection du procede de 1' invention . 

La figure 19 est un graphique montrant les 
resultats de detection du fluor selon le procede de 
1' invention, en presence de dimethylsulf oxide (DMSO) : 
B/Bo est une mesure du signal sous forme d'un rapport 
30 entre le signal en presence de HF (B) et le signal en 
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1' absence de HF (Bo) et [F"] (M) la concentration 
molaire en ions f luorures . 

Exemples 

5 Les differents aspects du procede de 

1' invention ont ete etudies ci-apres : raise en place du 
dosage immunologique de 1' estradiol, tests des 
conditions de modification de 1' estradiol par 
silylation, verification des composes organiques 
10 silyles par spectrometrie de masse, test de reaction 
des composes silyles avec le HF, optimisation de la 
nature chimigue des derives silyles, optimisation des 
concentrations de reactifs, sensibilisation du 
dosage, optimisation de la specificite du dosage par 

15 rapport aux acides, test d' applicability du dosage. Les 
principaux resultats de ces etudes sont exposes ci- 
dessous . 

Les tests ont ete effectues sur des 
Schantillons d'acide f luorhydrique atmospherique 
20 (simulation au laboratoire) et sur des Schantillons 
d'eau contenant des ions f luorures. 

Afin de determiner les performances du procede 
de 1' invention, les inventeurs ont defini ses 
parametres de sensibilite. La sensibilite represente la 
25 quantite de HF necessaire pour engendrer un signal 
statistiquement different du signal obtenu en 1' absence 
de HF. Suivant le procede de 1' invention, la quantite 
d' estradiol natif (non silyle) present dans 
l'6chantillon a doser depend de la quantite de fluor 
30 qui va permettre la transformation d' estradiol silyle 
non detectable en estradiol non silyle detectable. La 
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sensibilite a done et6 definie, pour le dosage de HF, 
comme la quantite de fluor necessaire qui, mis en 
presence de 1' estradiol-dimethyl-terbutyl, est capable 
d' induire une diminution significative de la liaison 
5 entre l'anticorps et le traceur enzymatique. 

Exemple 1 : application du procede de l f invention a la 
detection et au dosage du fluor par immunodosage 
competitif 

10 Dans cet exemple, les composes organiques 

choisis sont des composes derives du |3l7-estradiol . 

1) Preparation de l'anticorps Anti-estradiol 
L'anticorps utilise dans le dosage a ete 

15 produit notamment partir de composes derives du {317- 
estradiol et couples a l'albumine bovine dans le but 
d'obtenir des anticorps chez la souris. 

La technique utilisee est celle decrite dans la 
reference [39] . 

20 

2) Preparation d'un anticorps anticorps de 
souris de l'anticorps Anti-estradiol 

Des anticorps de chevre anti-anticorps de 
souris commercialises par la societe Immunotech 

25 (Lumigny) sont utilises pour recouvrir (dilution 
d 1 utilisation : 5 pg/ml) des plaques de microtitration 
(Nunc) de 96 puits en polystyrene. Apr£s recouvrement , 
les plaques sont conservees dans un tampon contenant de 
l'albumine a 0,5% et a 4°C. 

30 La fixation sur la plaque se fait toute seule 

par adsorption. L' incubation doit etre suffisante pour 
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que la proteine puisse s'accrocher. Cette preparation 
fait partie des connaissances generales de l'homme du 
metier . 

3) Preparation du traceur enzymatique 
Le traceur enzymatique a ete obtenu par 
couplage de 1« estradiol avec 1 ' acetylcholinesterase 
(AChE) . Des groupements thioles sont introduits sur 
1- estradiol grace au N-succinimidyl S- 

acetylthioacetate. L« estradiol ainsi modifie est couple 
a 1'AChE sur laquelle ont ete introduits des groupes 
maleimides reagissant avec les groupements thioles de 
1« estradiol. Le traceur a ete purifie par gel de 
filtration puis conserve sous forme d'aliquote a -20 °C. 

Les documents references [44] et [45] decrivent 
les techniques et les traceurs enzymatiques utilises 
pour cette preparation, et utilisables dans la presente 
invention de maniere generale. 

4) Produits et autres reactifs 

L' estradiol a ete obtenu chez Sigma Aldrich. 
Les agents silylants ont ete obtenus aupres de la 

societe Perbio. 

L'acide f luorhydrique provient de la societe 

Merck-Eurolab . 

Tous les reactifs - traceur, anticorps, 
estradiol et echantillons - ont ete utilises dilues 
dans un tampon phosphate 0,05 M, pH 7 comprenant de 
l'azide (0,01% p/v) (% p/v = rapport poids en g sur 
volume de 100 ml) (soit ici 0,01 g/lOOml) de l'albumine 
bovine (0,5% p/v) et du NaCl (0,9% p/v). 
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5) Optimisation de la concentration d' estradiol 
silyle utilis6e 

La concentration d f estradiol silyle mis en 
5 contact avec 1 1 echantillon contenant le HF a ete 
optimis^e pour permettre par la suite une detection de 
l f estradiol d6silyle et done du fluor. 

En effet, si la concentration en estradiol 
silyl6 utilisee est tres faible et meme si le tout est 
10 transform^ en estradiol, la faible concentration ne 
permet pas tou jours une grande precision de detection. 

Un certain norabre de tests ont ete effectues 
afin de determiner la concentration optimum d 1 estradiol 
modifie a utiliser lors de la desilylation dans le 
15 procede de 1' invention . Cette concentration varie bien 
entendu en fonction 1 des r^actifs utilises et des 
conditions operatoires . 

Dans les exemples pr^sentes ici, elle est de 
preference de 200 ng/ml . 
20 On peut estimer que cette concentration sera en 

general de 1 a 2000ng/ml pour 1' estradiol et ses 
derives, de preference de 2 ^ 500ng/ml, ces fourchettes 
n'etant donnees qu'a titre indicatif, en particulier 
pour les conditions de l'exemple. 



6) Silylation de l'estradiol 

Un volume d ! estradiol (2 mg/ml) est melange a 
4 volumes de MTBSTFA et est incube a temperature 
ambiante pendant 30 minutes a 1 heure . 



25 
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Les agents silylants utilises sont BTSFA ou le 
MTBSTFA. Les produits susceptibles d'etre obtenus sont 

representes ci-dessus. 

Une verification par chromatographie liquide et 
spectrometrie de masse a montre que la silylation de 
1' estradiol a ete realisee. 

L' estradiol une fois silyle est dilue d' un 
facteur 1000 dans du dimethylf ormamide (DMF) , ou alors 
dans du dimethylsulfoxide (DMSO) , a 100% avant 
utilisation. 

7) Desilylation de 1' estradiol 

A 50 pi d' estradiol silyle sont ajoutes 2,5 pi 
de tampon phosphate 1 M (pH - 5,5) et 47,5 pi 
d'echantillon ou d'une solution de HF de concentration 
connue (gamme d 1 etalonnage) . 

Le melange est agite puis laisse a 1 heure . a 
55-66°C dans un bain-marie a sec. 

La reaction de desilylation peut etre stoppee 
par dilution du melange dans un tampon de dosage 
(dilution d'un facteur 40) qui est du tampon phosphate 
0,05 M, pH 7 comprenant de l'azide (0,01% p/v) (% p/v = 
rapport poids en g sur volume de 100 ml) (soit ici 0,01 
g/lOOml) de l'albumine bovine (0,5% p/v) et du NaCl 
(0, 9% p/v) . 

8) Revelateur enzvmatique : Mesure de 

l'activite enzymatigue de 1 ' a cetylcholinesterase 
(reaction d'Ellman) 

La methode utilise un pseudo substrat : 
l'acetylthiocholine (AcTCh) qui est hydrolyse a la merae 
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vitesse que 1 ' acetylcholine * Cette hydrolyse conduit a 
la formation de thiocholine (TCh) qui . a la faculte de 
reduire le dithionitrobenzdne (DTNB) . Le DTNB r6duit 
absorbe ' fortement dans le visible 

5 (£m 412 nm = 13600 mol" 1 -cm" 1 .l) en produisant une 

coloration jaune. 

L'AcTCh est utilis6e a une concentration pour 
laquelle l'activite de 1'AChE est raaximale en tenant 
compte de 1' inhibition par exces de substrat. De plus, 

10 le DTNB est mis en defaut par rapport a 1'AcTCh de 
fagon a eviter des mesures colorimetriques apres 
transformation de tout le substrat. Par contre, le DTNB 
est mis en exces par rapport a la quantite de TCh 
produite de fagon ^ ce que I 1 hydrolyse d'une molecule 

15 d T AcTCh conduise a la formation d'une seule molecule de 
DTNB reduit. 

L'homme du metier salt mettre en ceuvre la 
reaction d'Ellman et peut sans difficulte trouver les 
conditions operatoires optimales pour mettre en oeuvre 
20 1' invention a partir des informations indiquees ici. 

9 ) Immunodosage de 1 [ estradiol natif : 

quantification de HF 

Les extraits d' estradiol obtenus precedemment 
25 sont dilues au 1/40 et sont repartis sur les plaques de 
dosage en presence du traceur et des anticorps anti- 
estradiol. Le volume reactionnel est de 200 

La reaction immunologique dure une heure a 
temperature ambiante . 
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Les plaques de dosage sont lavees pour elimirier 
le traceur non fixe et 0,2 ml de revelateurs sont 
ajoutes . 

Apres 1 h environ, la couleur jaune apparait et 
des mesures de densite optique sont effectuees par un 
spectrophotometre . 

10) Interpretation des r esultats 

A partir d'une gamrae d'etalonnage du HF, la 
concentration du fluor contenu dans les echantillons a 
pu etre determinee dans les essais realises, demontrant 
ainsi la faisabilite du precede de 1' invention. 

Exemple 2 : etude de la difference de specificite de 
detection du HF pour 1' estradiol modifie par MTBSTFA et 
pour 1' estradiol modifie avec BTSFA 

Dans toutes les manipulations decrites par la 
suite, 1' estradiol silyle etait utilise lors de la 
desilylation a une concentration fixee pour tous les 
Echantillons d'une m§me experience. Cette concentration 

Etait de 200 ng/ml. 

Pour les autres reactifs, les concentrations 

etaient les suivantes : 

Anticorps anti-estradiol de souris : 5ug/ml ; 

Acetylthiocholine : 7xl0" 4 M ; 

5-5*-dithiobis-nitrobenzoate : 7xl0" 4 M ; et 
- Estradiol couple a 1' acetylthiocholine : 
environ 1 ng/ml. 
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Les tests ont 6te realises dans des puits de 
300vil sur des barrettes de polystyrene de la maniere 
exposee dans I'exemple 1. 

5 A) L' estradiol silyle avec le BTSFA (qui transfert 

un groupement trimethylsilyl) est clive (reaction de 
desilylation) pour retrouver sa forme native avec le 
HF. Un tel clivage peut aussi etre observe avec 
d'autres acides : acide chlorhydrique (HC1) , acide 

10 nitrique (HN0 3 ) , acide sulfurique (H 2 S0 4 ) et acide 
phosphorique (H 2 P0 4 ) . Les resultats sont presentes sur 
la figure 4 annexee . 

II n'y a done pas tou jours de specif icite du 
fluor dans la reaction de desilylation en utilisant ce 

15 groupement silyl. II est done plutot adapte a une 
detection du HF lorsque celui-ci est seul, ou alors a 
une detection de HF lorsque les autres acides ne sont 
pas presents. 

20 B) L f estradiol silyle avec le MTBSTFA (qui 

transfere un groupement silyl plus hydrophobe qu'avec 
BTSFA) , bien que montrant une solubility du produit 
obtenu en milieu aqueux moins grande, est cliv6 
(reaction de desilylation) de maniere specifique par HF 

25 pour retrouver sa forme native • En effet, comme le 
montre la figure 6 annexee, realisee dans les raemes 
conditions , les autres acides testes ne clivent pas 
1' estradiol ainsi modifie (voir exemple 3 ci-dessous) . 

30 Les inventeurs ont done alors choisi le MTBSTFA 

pour silyler 1 T estradiol, dans les exemples ci-dessous. 
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Exemple 3 : Recherche de tampons appropries pour la 
reaction de desilylation avec le fluor dans le precede 

de 1 ' invention 

Certaines entites acides ayant aussi un effet 
sur la desilylation de 1' estradiol modifie par le 
MTBSTFA (voir exemple 2), les inventeurs ont decide de 
rechercher des solutions tampons permettant d' accentuer 
1' effet specif ique du fluor sur la reaction de 
desilylation et d'inhiber l'effet non specifique du au 
caractere acide des autres composes qui peuvent etre 
presents . 

Les bases telles que la soude (NaOH) et la 
potasse (KOH) a fortes concentrations (necessaires pour 
tamponner les fortes concentrations d' acide) provoquent 
aussi une desilylation de 1' estradiol en 1' absence 
d- acide (donnees non representees). Elles ne sont done 

pas utilisables. 

Des solutions de tampon phosphate 

20 <KH 2 P0 4 /K 2 HP0 4 ) a 50 mM en ion phosphate ont egalement 
ete testees. Elles ont montre de bons resultats. Le pH 
de ces solutions a ete etudie afin qu'une desilylation 
spontanee de 1' estradiol silyle n ' intervienne pas a 
cause de l'acidite de celles-ci. 

Le P roc6de de 1' invention peut done 
avantageusement etre realise en milieu tamponne, par 
exemple lorsque 1' echantillon est susceptible de 
comprendre d' autres acides ou bases qui peuvent 
provoquer la desilylation spontanee du compose 
30 organique et done reduire la sensibilite de detection 
et/ou de dosage du procede de 1' invention. 



25 
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Par ailleurs, les inventeurs ont constate que 
dans certaines conditions, une .temperature de 
desilylation trop eievee pouvait engendrer une 
desilylation spontanee de 1' estradiol modifie (donnees 
5 non presentees) . C'est pourquoi chacun des differents 
agents tamponnant a ete etudie . a differentes 
temperatures . 

La figure 5 annexee montre les resultats 
obtenus. Sur cette figure, « E2M » repr6sente 
10 l f estradioldimethylsilylterbutyl et « T . A . » represente 
la temperature ambiante . 

II apparait une desilylation spontanee de 
l'estradiol silyle a 94°C, alors qu T a 54°C, il n T y en a 
pas • pour des solutions de tampon phosphate a pH 5,5 ou 
15 6. 

En conclusion, les conditions pref£rees de 
desilylation d T estradiol silyle ont ete fixees de la 
maniere suivante : temperature comprise entre 54 et 
64 °C, dans un tampon phosphate 50 mM a pH 5,5. Bien 

20 entendu, ces conditions ont ete determinees pour 
1' estradiol et et le groupement silyl precite, et dans 
les conditions operatoires precitees . 

D'autres conditions pourront aisement etre 
determinees par 1'homme du metier en fonction ciu 

25 compose organique silyle choisi, de l r echantillon, et 
des conditions dans lesquelles le procede de 
1' invention est mis en ceuvre a partir des informations 
fournies dans la presente. 
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Exemple 4 : Effet de differents acides sur la raise en 
oeuvre du procede de 1' invention 

Dans les conditions precitees de 1' exemple 3, 
les effets de differents autres acides sur la 
desilylation ont ete testes. 

Les resultats de ces tests sont representes sur 
la figure 6. Sur cette figure, « ac.F » represents 
l'acide formique ; « ac.ac » l'acide acetique ; 
« ac.P » l'acide phosphorique ; « ac.OP » l'acide 
ortho-phosphor ique » et « ac.T » l'acide 

trif luoroacetique . 

Ces resultats montrent clairement que 1' effet 
des autres acides que HF sur 1' estradiol silyle par 
MTBSTFA est quasiment nul. 

Le groupement silyl choisi joue done un r61e 
dans la specif icite de detection du fluor. Ce fait est 
a considerer lorsque d' autres elements chimiques que le 
fluor se trouvent dans 1' echantillon teste, surtout si 
ces elements peuvent provoquer la desilylation du 
compose organique utilise. 

Exemple 5 : Specif icite du fluor par rapport a d' autres 
halogenes et nucleophiles 

Le fluor est un halogene et il a par ailleurs 
un caractere nucleophile. Afin de tester la specif icite 
du fluor dans la reaction de desilylation de 
1' estradiol, 1' effet d' autres halogenes comme Bu 4 NBr, 
Bu 4 NCl, Bu 4 NI et KI, et de nucleophiles comme le 4- 
nitrophenol et le 4-nitroimidazole a ete etudie dans 
les conditions operatoires des exemples precedents, 
1' estradiol etant silyle par MTBSTFA. 
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La figure 7 annexee represente les r^sultats 
exp6rimentaux obtenus dans cet exemple, et montre 
l'effet specif ique du fluor face aux autres produits. 

II apparait clairement que le fluor est tres 
5 specifique dans la reaction de desilylation de 
l f estradiol par rapport aux autres produits te.stes. 

Exemple 6 : Clivage par HF et par des ions du fluor 

Dans cet exemple, differents sels de fluor ont 
10 ete mis en presence d' estradiol silyle par MTBSTFA dans 
les conditions experimentales des exemples precedents . 

La figure 8 annexee regroupe les resultats 
obtenus . Sur cette figure, les symboles chimiqu^s 
usuels ont ete utilises pour identifier les differents 
15 sels du fluor testes, 

Les ions du fluor se comportent de maniere 
similaire au HF pour cliver 1' estradiol silyl6 et 
confirme la specif icite du fluor sur la reaction. 

20 Exemple 7 : Performances analytiques du procede de 
1' invention et effet de 1' addition d'un solvant 
organique 

Dans les conditions decrites dans les exemples 
ci-dessus, la sensibilite du dosage du HF est d f environ 
25 5 x 10" 5 M (soit 1 pg/ml) pour le HF dilue en milieu 
aqueux comme le montrent les figures 7 et 8, 

Au cours de travaux complementaires r les 
inventeurs ont note que la sensibilite du procede de 
1' invention peut encore etre augment6e en ajoutant a la 
30 solution aqueuse de desilylation un solvant organique 
miscible a 1'eau. 
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1/ experience a ete realisee avec du 
dimethylformamide (voir silylation de 1' estradiol) 
(DMF) et du dimethylsulfoxide (DMSO) . 

La sensibilize peut etre amelioree d'un facteur 
5 500 (environ 10" 7 M, soit 0,001 ug/ml) en utilisant le 
dimethylsulfoxide (DMSO) comme solvant pour mettre en 
<suvre la desilyation suivant le precede de 1' invention . 

La figure 19 represente la courbe dose-reponse 
pour les ions fluorures pour une reaction effectuee en 
10 presence de 95% en volume de dimethylsulfoxide par 
rapport au volume total de solution agueuse de mise en 
contact. Ces resultats sont a comparer avec ceux des 
exemples precedents. 

L' addition du solvant organigue dans ladite 
15 solution agueuse de mise en contact augmente done de 
facon importante la sensibilite de detection et/ou de 
dosage du fluor par le precede de 1' invention. 

Exemple 8 : Utilisation du precede de 1' invention dans 
20 leguel le compose de 1' invention est un derive de 
1' estradiol 

Dans cet exemple, le compose organigue utilise 
pour mettre en ceuvre le precede de 1' invention est un 
derive O-methyl de 1' estradiol (E20CH 3 ) : le 17-beta- 
25 estradiol 3 -methyl ether de formule : 

OH 




H 3 CO^\^^\^ E20CH 3 
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Les conditions operatoires . utilis^es sont 
celles exposees dans les exemples 1 et 2 ci-dessus. 

Les resultats experiraentaux obtenus sont 
5 report6s sur la figure 17 annex§e. On observe bien la 
desilylation de E20CH 3 en presence de fluor. 

L' utilisation d'un derive de 1' estradiol dans 
le procede de 1' invention est done probante. 

10 Exemple 9 : Utilisation du procede de 1' invention dans 
lequel le compose organique est un peptide possedant 
des fonctions hydroxy les 

Dans cet exemple, le compose organique est un 
peptide. II s'agit d'un tetrapeptide Ser-Asp-Lys-Pro 
15 acetyle (AcSDKP) de formUle : 




C0 2 H 



AcSDKP 

20 L' AcSDKP est un peptide disposant de 

groupements hydroxyles lui permettant avantageusement ^ 
la fois d'etre silyle et d'etre fixe sur une phase 
solide par ses groupes carboxyles ou amines. 

Dans un premier temps les reactions de 

25 silylation de ce peptide ont ete etudiees, et dans un 
deuxieme temps, 1' utilisation de ce compose silyle dans 
le procede de 1' invention. 
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L'AcSDKP (1 mg/ml) a ete silyle avec du MTBSTFA 
ou du BSTFA non dilue pendant 10, 30 ou 60 minutes a 
22 °C, 37 ou 60 °C. Apres reaction, 1'AcSDKP silyle a ete 
detecte par un dosage competitif specif ique de 1'AcSDKP 
au moyen de la technique decrite dans le document [5], 
en utilisant des anticorps polyclonaux de lapin. Dans 
ce cas une augmentation de signal indique une perte 
d' immunoreactivite et done une efficacite de la 
silylation . 

Comme le montre la figure 15 annexee sur 
laquelle sont reportes les resultats experimentaux 
obtenus, le MTSBTFA a 60 °C permet de diminuer la 
reactivite de 1'AcSDKP et done laisse conclure a une 
silylation du compose. 

Par la suite des tests de desilylation de ce 
peptide silyle en presence de HF, conformement a la 
presente invention, ont ete entrepris. La figure 16 
annexee regroupe les resultats obtenus. On observe une 
desilylation du peptide avec le HF. En effet, la perte 
du groupement silyle conduit a une augmentation 
d' immunoreactivite et done a un signal plus faible. 
Comme 1' indique la figure, le signal diminue en 

presence de HF. 

Le procede de 1' invention peut done egalement 
etre mis en ceuvre avec un peptide hydroxyle en tant que 
compose organique. 

Exemple 10 : Detection et dosage de fluor en solution 

Afin de verifier la validite du procede de 
1' invention, les inventeurs ont teste differentes eaux 
minerales dont la concentration en fluor est connue . 
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Le protocole utilise est celui de l'exemple 1, 
le compose organique choisi est 1' estradiol silyle avec 
du MTBSTFA (estradiol-dimethyl-terbutyl) . 

Le tableau I ci-dessous regroupe les resultats 
5 obtenus dans cet exemple. II montre que dans tous les 
cas la presence de fluor a et6 detectee. 

La correlation entre la concentration theorique 
et retrouvee semble correcte pour les eaux les plus 
concentrees . II est possible que la nature du fluor 
10 presente dans 1 1 echantillon soit la consequence des 
quelques variations, observees. 



Tableau I 

Dosage de fluorures dans des eaux minerales 



Eaux 


[fluorures] 


[extraits 
sees] 
mg/ml 


PH 


[F] 
Detectee 

uM 


% de F 
retrouvee 


mg/ 
ml 


\iM 


Vichy St 
Yorre 


9 


470 


4774 


6,6 


780 + 271 


170 + 60 


San - 
Pellegrino 


0,61 


32 


1074 


7,5 


151 


470 


Badoit 


1 


52 


1200 


6 


28,5 + 12 


50 + 20 


Vichy 
Celestin 


6 


135 


3325 


6,8 


305 + 81 


97 + 26 


Quezac 


2,1 


100 






53 


53 



15 

Exemple 11 : detection et dosage de fluor a partir de 
milieux gazeux 

Le HF a doser est souvent sous forme gazeuse et 
20 il faut le faire passer en solution aqueuse pour le 
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doser. N'ayant pas d f atmosphere contamin^e par le HF, 
les inventeurs ont artif iciellement recr6e de tels 
echantillons, en faisant 6vaporer une solution de HF de 
concentration connue, dans un recipient ferme. Une fois 
5 le HF evapore, 1 r atmosphere a et6 pompee et mise & 
buller dans un tampon de recueil (DMF) . 

Avec un systeme permettant de filtrer 
100 litres d'air dont la concentration de HF est de 
1,2 x 10~ 2 1 / 10 6 1 d'air (12 ppb) , une concentration 

10 de HF a 10" 5 M en solution (sous reserve d'un rendement 
de 100%) est obtenue. 

Le protocole de detection du fluor utilise est 
celui decrit dans l'exemple 1. Le compost organique 
choisi est est 1' estradiol silyle avec du MTBSTFA 

15 (estradiol-dimethyl-terbutyl) . 

Les resultats presentes sur la figure - 9 
montrent que dans tous les cas, le fluor est d6tecte. 
La correlation entre les concentrations theoriques et 
detectees de fluor est assez bonne. 

20 Le procede de detection de HF dans l'air selon 

1' invention permet done ais§ment de detecter HF & des 
concentrations de l'ordre de 10~ 2 1 de HF / 10 6 1 d'air 
(10 ppb) . 

25 Exemple 12 : application du procede de 1' invention k la 
detection et au dosage du fluor par immunodosage non 
competitif 

1) Strategie generale 

Le but est d f utiliser les resultats 
30 precedemment acquis, a savoir la possibility de 
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modifier la reconnaissance immunologique d'un compose 
silyle par 1' action du HF. 

Par rapport an precedent format de dosage (par 
competition), l'approche immunom^trique consiste a 
5 immobiliser le compose silyle de fagon covalente sur 
une surface solide. Sa transformation par le HF conduit 
a une forme immunoreactive et done a 1' apparition d'un 
signal contrairement au dosage competitif ou il y a 
disparition du signal. 

10 Ce format permet souvent une meilleure 

sensibility probablement du fait d'une thermodynamique 
favorable liee aux reactifs qui sont en exces et une 
lecture plus facile sur la base qu'il est plus facile 
de voir ou mesurer 1 T apparition d'un signal que sa 

15 disparition. 

2) Reactifs et protocole 

L' anticorps utilise est celui d£crit dans la 
reference [39] . 

20 La biotinylation des anticorps de lapin et le 

marquage de la streptavidine ou des anticorps a 
1 1 acetylcholinesterase ont ete realises au laboratoire 
par les techniques habituelles connues de l'homme du 
metier . 

25 L' ensemble des produits et reactifs chimiques a 

ete obtenu chez Sigma ou Merck. Les composes obtenus 
proviennent de chez Sigma ou Steraloids (pour les 
derives de 1 ' estradiol) . 

Le tampon de dosage est un tampon phosphate 

30 0,05 M, pH 7,4 comprenant de l'azide (0,01%), de 
l'albumine bovine (0,5%) et du NaCl (0,9%). 
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Le revelateur enzymatique est constitue d'un 
melange d' acetylthiocholine et de dinitro-f luoro- 
benzene. Apres reaction avec le traceur, il produit une 
couleur jaune visible a l'ceil nu ou quantifiable par un 
spectrophotometre a 414 nm. 

Les plaques utilisees pour la realisation des 
experiences, en particulier pour la fixation du derive 
de 1' estradiol, proviennent de chez Nunc (Rochester, 
USA) . 

Les agents silylants utilises sont le BSTFA et 
le MTBSTFA. 

1/ estradiol utilise est indique ci-dessous. 
L'interet de ce compose est qu'il permet d'utiliser les 
anticorps pour la detection et le principe de base 
precedemment developpe pour le dosage de type 
competitif . 

Dans un premier temps, les inventeurs ont 
verifie que les anticorps anti-estradiol obtenus 
reconnaissaient le compose non silyle (reaction croisee 
de 53% avec les anticorps par rapport a 1' estradiol) et 
non le compose silyle. La verification etait positive. 




Structure de 1' estradiol carboxymethyl 
6ther (EstCME) 
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lis ont ensuite teste l'accrochage covalent de 
1' estradiol (fixation) sur deux types de plaques : des 
plaques possfedant des groupements amines (plaques Nunc- 
NH 2 ) , et des plaques activ^es avec de la polylysine 
5 (poly-Lys) . 

3) Tests de 1' accrochage du derive d' estradiol 
L ' EstCME a <§t§ incube sur les plaques NUNC en 
presence de concentrations equimolaires de N- 

10 hydroxysuccinimide (NHS) - un agent permettant la 
liaison entre les groupements amines de la plaque et 
les groupements carboxyles de I'antigene - pendant 3 
heures a 22 °C. La revelation a ete effectuee avec un 
anticorps anti-estradiol 100 ng/ml pendant 4 heures* a 

15 20°C, puis- par un anticorps de chevre anti-anticorps 'de 
lapin couple a 1 f acetylcholinesterase (CAS-AchE a 2 
unites Ellman/ml) pendant 2 heures a 22 °C. L'activite 
enzymatique est revelee par ajout du reactif d'Ellman, 
un substrat de l ! AchE. 

20 Les resultats obtenus sont reportes sur la 

figure 10 annexee. lis montrent que la fixation de 
1' estradiol est effective, et le maximum semble atteint 
a la plus haute concentration testee (100 pg/ml) . 

Cette experience initiale a 6te reproduite avec 

25 des plaques sur lesquelles a ete prealablement absorbee 
de la polylysine (poly-Lys) (entre 1 et 100 yg/ml en 
tampon phosphate) . 

Les resultats obtenus sont reportes sur la 
figure 11 annexee. Dans ce cas, les resultats sont du 

30 meme ordre quel que soit la concentration de polylysine 
etudiee. Ceci indique par ailleurs que les groupements 
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amines portes par la polylysine sont plus accessibles 
pour la fixation de 1' estradiol choisi. 

Afin d'etudier plus particulierement 
1' influence de la concentration en polylysine, le test 
a ete repete en utilisant une gamme plus large de 
concentration en polylysine. Les resultats obtenus sont 
reportes sur le graphe de la figure 12 annexee. lis 
montrent un optimum de polylysine autour de 1 ug/ml. 

Les deux figures precedentes (figures 11 et 12) 
semblent indiquer un couplage effectif du derive de 
1' estradiol sur les plagues avec un plateau obtenu pour 
une concentration de polylysine de 1 ug/ml et une 
concentration d' estradiol carboxymethyl ether de 
10 ug/ml. 



4) Silylation du derive d' estradiol 
Par ailleurs, les inventeurs ont cherche a 
montrer les meilleures conditions de silylation du 
compose ci-dessus. L« estradiol carboxymethyl ether a 
ete mis a reagir avec du MTBSTFA a diverses 
concentrations (1/5, 1/2, et 1/1) et deux temperatures 
(22° ou 37 °C) de 0 a 60 minutes. La mesure de la 
silylation est realise au moyen du dosage competitif de 
1" estradiol silyle dans lequel 1' estradiol silyle perd 
sa reconnaissance (et dont le signal doit augmenter) . 

Les resultats obtenus sont reportes sur la 
figure 13 annexee. Cette figure montre que dans des 
conditions de forte concentration en MTBSFA, 
1' estradiol carboxymethyl ether perd de son 
immunordactivite. Cette perte est mat^rialisee par une 
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augmentation de signal due A 1 T absence de 
reconnaissance. Un effet dose du MTBSFA est demontre . 

L f ensemble de ces resultats - efficacite du 
couplage sur la phase solide et de la silylation - ont 
5 permis d'effectuer le test de couplage/desilylation sur 
plaques suivant. 

5) Test de couplage/desilylation 

L'estradiol carboxymethyl ether (8,3 mg/ml) ' a 
10 ete mis a r6agir en presence de MTBSTFA a la meme 

concentration pendant 1 heure a 22 °C, puis dilue en eau 

a 1 ]ig/ml et mis a reagir sur des plaques revetues de 

la polylysine (1 pg/ml) pendant 1 heure a 22 °C ,,en 

presence de NHS. 
15 Une desilylation a ete effectuee en 1' absence 

ou en presence de HF a la concentration 1 mM pendant 1 

heure a 22, 37 ou 64°C. 

Les resultats sont reportes sur la figure ,14 

annexee. Comme le montre cette figure, on peut observer 
20 une augmentation de 1 1 immunoreactivite qui correspond a 

une desilylation de l'estradiol carboxymethyl ether 

silyle en presence de HF. 

La detection de HF par le procede de 

1' invention est done demontree lorsque le compose 
25 organique silyl6 est fixe sur un support. 
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REVINDICATIONS 



1. Procede de detection et/ou de dosage de 
fluorure (F") ou de fluorure d'hydrogene (HF) dans un 
5 echantillon comprenant les etapes suivantes : 

mettre en contact en solution aqueuse ledit 
echantillon avec un compose organique silyle pour 
obtenir une solution de mesure, ledit compose organigue 
silyle etant desilyle lorsqu'il est en presence d' acide 
10 fluorhydrique ou de fluorure, le compose organigue 
silyle et le compose organique desilyle pouvant etre 
detectes et/ou doses distinctement l'un de 1' autre; et 

detecter et/ou doser dans ladite solution 
de mesure 1' apparition du compose organique desilyle ou 
15 la disparition du compose organique silyle qui a lieu 
si du fluorure ou du fluorure d'hydrogene est present 
dans 1' echantillon. 

2. Procede selon la revendication 1, dans 
20 lequel le compose organique silyle est de formule : 

R 2 

R 1 Si O R 4 



R 3 

dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 sont choisis independamment 
parmi les alkyles en Ci a C 6 , et R 4 est ledit compose 
organique . 

3. Procede selon la revendication 2, dans 
lequel R 1 , R 2 et R 3 sont choisis independamment dans le 
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groupe constitue du methyle, de l'ethyle, du propyle et 
du butyle. 

4. Procedd selon l'une des revendications 1,- 2 
5 ou 3, dans lequel le compose organique est un compos§ 

hydroxyle ayant un poids mol6culaire de 250 k 2 00000 
g.mol" 1 . 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
10 dans lequel le compose organique est un compost 

hydroxyle choisi dans le groupe constitue de 
1' estradiol, des peptides, de l'acide homovanillique, 
de 1' amphotericine, des steroides, des cytokines,, de 
l'acide arachidonique, ou des derives de ceux-ci. 

15 

6. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel la detection et/ou le dosage dans ladite 
solution de mesure de 1' apparition du compose organique 
desilyle ou de la disparition du compose organique 

20 silyle est r<§alis6 par chromatographie en phase 
gazeuse . 

7. Proced6 selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 6, dans lequel la detection et/ou le 

25 dosage dans ladite solution de mesure de l f apparition 
du compose organique desilyl6 ou de la disparition du 
compose organique silyle est realise au moyen d'un test 
immunologique en utilisant un ou plusieurs anticorps 
dirige(s) soit contre le compose organique non silyle 

30 ou desilyle soit contre le compos6 organique silyle. 



B 14260-3 EE 




63 

8. Proc6de selon la revendication 7, dans 
lequel le ou les anticorps sont des anticorps 
monoclonaux . 

9. Proc6de selon la revendication 7, dans 
lequel le test immunologique est un immunodosage de 
type competitif ou de type non competitif. 

10. Procede selon la revendication 1 ou 7, dans 
lequel le compose organique est de 1' estradiol ou un de 
ses derives. 

11. Procede selon la revendication 1 ou 7, dans 
lequel le compose organique est choisi dans le groupe 
constitue par 1' estratriene-1, 3, 5 diol-3, 17p ou 17p, 
et leurs derives. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel le compose 
organique silyle est utilise a une concentration de 1 a 
2000 ng/ml dans l'etape de mise en contact. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel le pH de la 
solution aqueuse de mise en contact est tamponnees a pH 
4,5 a 5,5. 

14. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel la mise en 
contact est realisee a une temperature de 54 a 64 °C. 
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15. Trousse de detection et/ou de dosage de 
fluorure (F~) ou de fluorure d'hydrogene (HF) dans un 
6chantillon comprenant les reactifs suivants : un 
compose organique silyl<§ qui est d6silyl6 lorsqu'il est 
5 en presence de f luor ou d' acide f luorhydrique ; et un 
moyen permettant de detecter 1' apparition du compost 
organique desilyle ou la disparition du compose 
organique silyl6 en solution aqueuse. 

10 16. Trousse selon la revendication 15, dans 

laquelle le compose organique silyle est de formule : 

R 2 

R 1 Si O R 4 

I, 

R 3 

dans laquelle R 1 , R 2 e t R 3 sont choisis independamment 
parmi les alkyles en Cx a C 6 , et R 4 est ledit compose 
15 organique. 

17. Trousse selon la revendication 16, dans 
laquelle R 1 , R 2 et R 3 sont choisis independamment dans 
le groupe constitue du methyle, de l'ethyle, du propyle 

20 et du butyle. 

18. Trousse selon l'une des revendications 15, 
16 ou 17 , dans laquelle le compose organique est un 
compose hydroxyle ayant un poids mol^culaire de 250 k 

25 200000 g.mol" 1 . 

19. Trousse selon la revendication 15 ou 16, 
dans laquelle le compost organique est un compose 
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hydroxys choisi dans le groupe constitue de 
1' estradiol, des peptides, de l'acide homovanillique, 
de 1' amphotericin, des steroldes, des cytokines, de 
l'acide arachidonique, ou des derives de ceux-ci . 

5 

20. Trousse selon la revendication 15 ou 16, 
dans laquelle le compose organique est de 1' estradiol 
ou un de ses derives. 

10 21. Trousse selon la revendication 15, dans 

laquelle le compose organique est choisi dans le groupe 
constitue par 1' estratriene-1, 3, 5 diol-3, 17p ou 17p, 
ou leurs derives. 



15 



20 



25 



22. Trousse selon l'une quelconque des 
revendications 15 a 21, comprenant en outre un ou 
plusieurs anticorps dirige(s) centre le compose 
organique non silyle ou desilyle, ou centre le compose 
organique silyle. 

23. Trousse selon la revendication 22, 
comprenant en outre des reactifs et anticorps 
necessaires a la mise en ceuvre d'un immunodosage de 
type competitif ou des reactifs et anticorps 
necessaires a la mise en ceuvre d'un immunodosage de 
type non competitif. 



24. Trousse selon la revendication 15, 22 ou 23 
comprenant en outre une barrette de polystyrene dans 
30 laquelle sont formes un ou plusieurs puits servant de 
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receptacle (s) pour l'6tape de mise en contact et/ou de 
detection et/ou dosage. 

25. Trousse selon la revendication 24, dans 
laquelle des puits sont recouverts d'anticorps dirig6s 
contre des anticorps de souris anti-estradiol .. 

26. Trousse selon la revendication 24, dans 
laquelle de 1' estradiol silyle est fixd au fond des 
puits . 
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